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Particules revetues en surface de hvaluronane ou d'un de ses derives et leur utilisation k 
titre de vecteurs biologiques pour des matferes actives 
La pr6sente invention concerne principalement des particules revetues au 
moins partiellement en surface de hyaluronane ou derive et ^utilisation de ces particules k 
5 titre de vecteurs biologiques pour des matures actives. 

La vectorisation est une operation visant k moduler et si possible k totalement 
maitriser la distribution d'une substance, en l'associant k un syst&ne appropri6 appeie 
vecteur. 

Dans le domaine de la vectorisation, trois fonctions principales sont k assurer : 
10 - transporter la ou les mati6res actives dans les liquides biologiques de 

l'organisme, 

- acheminer les matidres actives vers les organes k traiter, et 

assurer la liberation de ces matidres actives. 
A ces trois fonctions, s'ajoute une exigence de biodisponibilite du vecteur. II 
1 5 doit etre biodegradable et ses sous-unit6s doivent etre toler^es par l'organisme. 

En fait, le devenir in vivo du vecteur est conditionne par sa taille, ses 
caract6ristiques physico-chimiques et, en particulier, ses propri6t6s de surface qui, d'une 
part jouent un role determinant avec les composants du milieu biologique et, d' autre part 
peuvent induire un comportement cibl6 vers un site sp6cifique a traiter. 
20 Les vecteurs biologiques, plus particulidrement concernes dans le cadre de la 

presente invoation, appartiennent au domaine des particules, notamment nano- et micro- 
particules. 

Des nano-particules et micro-particules de poly(acide lactique) (PLA) et/ou de 
polyester biodegradable dont les produits de degradation sont des metabolites naturels d'vin 

25 organisme humain, sont proposees depuis longtemps pour vectoriser des molecules 
bioactives pour differents types d'adininistration. Cependant, le caractere hydrophobe de la 
surface de ces particules ainsi que la presence de groupes carboxylates (extr6mites des 
chaines de PLA) entrainent une adsorption de proteines plasmatiques, les opsonines, 
responsables en particulier de la capture des particules par les cellules du Systdme des 

30 Phagocytes Mononuciees (SPM). II en r6sulte une disparition rapide des particules du 
volume circulant en meme temps qu'une accumulation dans les organes du SPM (foie, 
rate, reins). 
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La pr6sente invention a notamment pour objectif de proposer de nouvelles 
particules possedant une dnree de vie prolong6e et particulierement avantageuses pour 
v6hiculer des matidres actives biologiques ou synthetiques, interessantes dans le domaine 
de la rhumatologie. 

5 Dans ce domaine clinique, le praticien est souvent confronte k des pathologies 

inflammatoires et/ou d6g6n6ratives qui engendrent, k plus ou moins long terme, des 
degradations parfois irr6versibles du cartilage. Outre des traitements non sp6cifiques k base 
d'antalgiques et d'anti-inflammatoires non st6ro!diens, on peut avoir recours, entre autres, 
k des injections locales de corticoides. Les doses 61ev6es de corticoides utilis6es dans ce 
10 cas de figure peuvent, toutefois, induire des effets ind6sirables non n^gligeables. Par 
ailleurs, il est gen^ralement n6cessaire de multiplier ces injections en raison d'une action 
b6n6fique trop reduite, 

L' administration de ce type de matidres actives par Pinterm6diaire de 
particules serait done une alternative particulidrement avantageuse aux therapies 
1 5 conventionnelles. 

En l'occurrence, la pr^sente invention vise notamment a proposer un vecteur de 
type particules qui, d'une part est biodegradable et approprie au relargage controle d'une 
mati^re active et, d* autre part est capable de cibler efficacement la liberation de cette 
mattere active au niveau des cellules tissulaires et plus particulierement des cellules 
20 possedant des recepteurs specifiques aux hyaluronanes, encore d6nomm6s CD44. 

Ces recepteurs sont notamment presents au niveau des cellules de la sphere 
articulaire comme par exemple les chondrocytes et les synoviocytes. Les chondrocytes sont 
des cellules impliqu6es dans la synthase de la matrice cartilagineuse. Elles g£rent 
egalement le maintien de l'homeostasie du cartilage. Les synoviocytes qui sont des cellules 
25 localises dans la membrane synoviale, sont pour leur part impliquees dans la synthase du 
hyaluronane dans le liquide synoviale. 

De manidre inattendue, les inventeurs ont mis en evidence qu'il etait possible 
de cibler efficacement le relargage d'une matiere active encapsuiee dans des particules vers 
des cellules poss6dant notamment ce type de r6cepteur, en les fonctionnalisant en surface 
3 0 avec du hyaluronane. 

Un premier aspect de Pinvention concerne done des particules dont le cceur est 
k base d'au moins un polym^re organosoluble biodegradable, caracterisees en ce qu* elles 
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sont rev§tues, au moins partiellement en surface, d'au moins un hyaluronane ou de Pun de 
ses dtrivts. 

L'acide hyaluronique est un polysaccharide naturel constitut par une 
succession de motifs disaccharidiques N-ac6tylglucosamine/acide glucuronique et dont les 

5 solutions aqueuses ont une viscosity 61ev6e. II est present notamment dans le cordon 
ombilical, dans rhumeur vitrte et dans le liquide synovial. II est tgalement produit par 
certaines bacttries, notamment par des streptocoques htmolytiques des groupes A et C. La 
masse molaire de Pacide hyaluronique peut varier de 10 000 & 10 000 000 g environ, selon 
Porigine. L'acide hyaluronique est commercialism notamment sous la forme de son sel de 

10 sodium (encore dtnommt hyaluronate). On utilise le terme g&itrique « hyaluronane » pour 
designer indistinctement Pacide hyaluronique et les hyaluronates, notamment sous la 
forme de sels inorganiques ou organiques et en particulier les sels alcalins et/ou alcalino- 
terreux. 

Plus particulierement, ce hyaluronane est mis en ceuvre sous la forme d'un 
15 hyaluronane amphiphile, hydrosoluble dont les fonctions carboxyliques sont en partie 
transformees de manidre k figurer des groupements hydrophobes. La fixation de ces 
groupements hydrophobes peut notamment Stre ttablie par reaction de ceux-ci avec les 
fonctions carboxyliques du hyaluronate selon une reaction d'esterification ou 
d'amidification. Cette transformation est effectute k un taux suffisant pour conftrer un 
20 comportement amphiphile audit hyaluronane. 

La transformation des fonctions carboxyliques du hyaluronate peut ainsi Stre 
obtenue par une esttrification et/ou amidification partielle de ces fonctions. De tels derives 
sont notamment dtcrits dans FR 2 794 763. 

Les groupes hydrophobes peuvent notamment dtriver de Pesttrification des 
25 fonctions carboxyliques par au moins un groupe choisi parmi : 

- des chaines alkyles, lintaires ou ramifites, saturtes ou insaturtes, pouvant 
etre interrompues par un ou plusieurs htttroatomes comme les atomes de S, O et N, et le 
cas echtant, substitutes par au moins un noyau aromatique, et 

des oligomeres comme ceux dtrivant des a-hydroxyacides. 
30 Les chaines alkyles peuvent posstder un nombre d' atomes de carbone 

suptrieur k 5 et notamment suptrieur k 10. Toutefois, dans le cas particulier oil une telle 
chaine est substitute par un noyau aromatique, son nombre d' atomes de carbone peut etre 
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r&iuit 

Le taux de transfonnation est g6n£ralement ajust6 de mani&re k preserver une 
hydrosolubilit6 sufifisante au d6riv6 hyaluronane amphiphile ainsi obtenu. 

II est egalement control^ en tenant compte de l'hydrophobie des groupes fixes 
5 sur le hyaluronane. 

D'une manidre g6n£rale, concernant les chaines alkyles, plus la chaine est 
longue, plus le taux de fixation au niveau du squelette hyaluronane pourra dtre faible. 
Inversement, avec des chaines alkyles courtes, le taux de fixation pourra Stre plus elev6. II 
est clair que cet ajustement entre le taux de fixation et la longueur des chaines alkyles 
10 reteve des competences de l'homme de Tart. 

A titre indicatif, pour une chaine alkyle contenant de 15 k 20 atomes de 
carbone et en particulier 18 atomes de carbone, le taux d'esterification peut etre d'au plus 
15 %, voire inferieur k 10 % et, notamment inferieur k 7 % et en particulier compris entre 
0,05 et 5 %. Pour une chaine alkyle contenant de 10 k 14 atomes de carbone et notamment 
15 de 12 atomes de carbone, ce taux d'esterification peut etre superieur ou 6gal k 25 % et pour 
une chaine alkyle de 6 atomes de carbone, il peut §tre de Pordre de 50 %. 

Ce taux de transformation est g6n6ralement ajust6 de mani&re k permettre la 
fixation du derive hyaluronane en surface des particules grace a l'interaction de ses 
groupements hydrophobes avec la matrice polymfrique hydrophobe constituant les 
20 particules. En d'autres termes, les chaines alkyles sont ancrSes dans la matrice hydrophobe 
pendant la formation des particules. Dans le cas de la presente invention, la 
fonctionnalisation en surface des particules par hyaluronane ne fait pas intervenir de hen 
covalent ni ionique entre ces deux entites. La fixation du d6riv6 hyaluronane relive 
essentiellement d'interactions de type hydrophobe et Van der Waals. 
25 Le taux de transformation est Egalement ajuste de manidre k ne pas affecter 

Taffinite naturelle du hyaluronane pour les r6cepteurs CD44. 

La presence de hyaluronane en surface de particules est particulier ement 
avantageuse pour les diriger seiectivement vers les recepteurs CD44 presents notamment 
sur les cellules de la sphere articulaire. GrSce k cette enveloppe hyaluronane, les particules, 
30 selon l'invention, utilis6es k titre de vecteur biologique pour une matifere active biologique 
ou synthetique permettent avantageusement de cibler efficacement la liberation de cette 
mattere active au niveau des cellules k recepteurs CD44, par exemple des chondrocytes 
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et/ou des synoviocytes. II en r6sulte une action contr616e et prolong6e de cette mattere 
active au niveau de la lesion vis6e. Ce dernier aspect est particulidrement int^ressant pour 
le bien-Stre du patient, dans la mesure oix il donne accds & vine meilleure disponibilite du 
medicament et done, permet de reduire les quantites administr6es et leur frequence 
5 d'administration. 

La biodegradabilitS des particules revendiqu^es est, par ailleurs, 6galement 
assume grace k la nature des polymdres qui les constituent. 

Au sens deKinvention, on entend designer sous P appellation « biodegradable » 
tout polymere qui se dissout ou se degrade en une periode acceptable pour Papplication k 
10 laquelle il est destine, habituellement en th6rapie in vivo. G6n6ralement, cette periode doit 
etre inferieure k 5 ans et plus pr£f6rentiellement a une ann6e lorsque Ton expose une 
solution physiologique correspondante k un pH de 6 k 8 et a une temperature comprise 
entre 25 °C et 37 °C. 

Les polym&res biodegradables selon Pinvention sont ou derivent de polym^res 
1 5 biodegradables synthetiques ou naturels. 

Concernant les polym£res biodegradables organosolubles utilisables pour 
constituer le cceur des particules, ils peuvent notamment etre choisis parmi les polyesters 
comme les poly(acide lactique) (PLA), poly(acide glycolique) (PGA), poly(e-caprolactone) 
(PCL), les polyanhydrides, poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, poly(alkylene 
20 tartrate), polyphosphazenes, polyaminoacides, polyamidoamines, polycarbonates, 
polymethylidenemalonate, polysiloxane, le polyhydroxybutyrate ou le poly(acide malique), 
ainsi que leurs copolym^res et derives. 

Selon une variante particuliere de Pinvention, les particules revendiquees 
possedent une matrice polymerique incorporant au moins un polymere different du 
25 hyaluronane. Plus preferentiellement, cette matrice est constituee d'un ou plusieurs 
polymdres autres que le hyaluronane. 

Sont notamment prefers comme polymeres organosolubles biodegradables 
selon Pinvention, les polyesters comme les poly(acide lactique), poly(acide glycolique), 
poly(e-caprolactone), et leurs copolym^res, comme par exemple le poly(acide lactique-co- 
30 acide glycolique) (PLGA). 

Selon une variante particulidre de Pinvention, les particules sont*eomposees 
majoritairement e'est-i-dire k plus de 50 % en poids, en particular plus de 75 % en poids, 
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^* ~ voire en totality de poly(acide lactique). 

Les particules selon l'invention, comprennent de preference au moins une 
mattere active biologique ou synth6tique de type medicament sons une forme encapsulee 
dans le cceur de polymdre. 
5 Comme mati^res actives biologiques, on peut plus particulierement citer les 

peptides, les proteines, les carbohydrates, les acides nucieiques, les lipides, les 
polysaccharides ou leurs melanges. II peut 6galement s'agir de molecules organiques ou 
inorganiques synthetiques, qui, administrees in vivo a un animal ou k un patient, sont 
susceptibles d'induire un effet biologique et/ou manifester une activite th6rapeutique. II 
10 peut ainsi s'agir d'antigenes, d' enzymes, d'hormones, de r6cepteurs, de vitamines et/ou de 
min6raux. 

A titre repr6sentatif et non limitatif des medicaments susceptibles d'etre 
incorpor6s dans ces particules, on peut citer les composes anti-i nfl amtnatoires, les 
anesth6siants, les agents chimiotherapeutiques, les immunotoxines, les agents 

15 immunosuppresseurs, les st6roi*des, les antibiotiques, les antiviraux, les antifongiques, les 
antiparasitaires, les substances vaccinantes, les immunomodulateurs et les analgesiques. 

Dans la mesure oil les particules selon l'invention sont avantageusement 
cibl6es vers les cellules de structure tissulaires comme par exemple les chondrocytes et 
synoviocytes, on peut privil6gier l'utilisation k titre de matieres actives des composes 

20 suivants : les anti-inflammatoires, des composants matriciels comme par exemple les 
glycosaminoglycanes et des facteurs biologiques impliqu6s dans le processus de 
regeneration et/ou protection du cartilage. Les particules ont notamment pour avantage de 
prot6ger efficacement ce type de mati&re active particulierement sensibles au phenomene 
de biod6gradation. 

25 II peut 6galement s'agir de composes biologiques plus particulierement actifs 

vis-^-vis de rarthrose comme par exemple la glucosamine des glycosaminoglycannes, 
l'acide hyaluronique, le sulfate de chondroitine et leurs melanges. 

Les particules conformes k l'invention peuvent comprendre jusqu'i 95 % en 
poids d'une matidre active. 

30 La matidre active peut ainsi etre pr6sente en une quantity variant de 0,001 k 

950 mg/g de particule et pr6f6rentiellement de 0,1 k 500 mg/g. II est k noter que dans le cas 
de Pencapsulation de certains composes macromoieculaires (ADN, oligonucleotides, 
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prolines, peptides, etc) des charges encore plus faibles peuvent etre suffisantes. 

Les particules selon ^invention peuvent poss6der une taille variant de 50 nm a 
600 pm et notanunent de 80 nm k 250 pm. 

Les particules selon ^invention possedant une taille comprise entre 1 et 
5 1000 nm sont d6nomm6es nanoparticules. Les particules dont la taille varie de 1 k 
plusieurs milliers de microns font reference k des microparticules. 

Les particules sont g6n6ralement sous forme sph6rique, mais peuvent 
6galement se presenter sous d'autres formes. 

Les nanoparticules ou microparticules revendiqu6es peuvent etre pr6par6es 
10 selon des methodes d6ja dScrites dans la litterature, et plus particulidrement peuvent £tre 
obtenues par la technique d'6mulsion/6vaporation du solyant et notamment celle decrite 
par R. Gumy et al « Development of biodegradable and injectable latices for controlled 
release of potent drugs » Drug Dev. Ind. Pharm., vol. 7, p. 1-25 1981. 

De maniere inattendue, les inventeurs ont ainsi mis en Evidence que les 
15 hyaluronanes amphiphiles pr6cit6s pouvaient avantageusement etre utilises k la place des 
tensioactifs conventionnels pour la preparation de particules selon la technique 
emulsion/evaporation de solvant. 

En fait, deux variantes de cette technique sont consider6es selon la nature 
hydrophobe ou hydrophile de la mattere active k encapsuler. 
20 Lorsque que Ton cherche a encapsuler une matiere active hydrophobe, on 

prepare une simple emulsion. Pour ce faire, le polym&e biodegradable choisi est dissous 
dans la phase organique, notamment un solvant peu soluble dans l'eau comme par exemple 
du chlorure de methylene ou de l'ac6tate d'6thyle, avec la matiere active k encapsuler. Le 
hyaluronane amphiphile, est pour sa part dissous dans la phase aqueuse qui sert de milieu 
25 dispersant k la phase organique. A Tissue du melange de ces deux phases, le derive 
hyaluronane se localise k Pinterface eau/phase organique grace k ses propri€t£s 
amphiphiles et stabilise ainsi l'£mulsion. Lors de Pevaporation du solvant organique, les 
d6riv6s amphiphiles de hyaluronane demeurent avantageusement fix6s k la surface des 
particules ainsi formees, les groupes hydrophobes etant ancres plus ou moins 
30 profond6ment dans le coeur de polym^re organosolubles formant les particules et la partie 
hydrophile, correspondant principalement au squelette hyaluronane, 6tant expos6e k la 
surface. A la fin de P6vaporation du solvant, on recupdre des particules conformes k 
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Tinvention qui subissent ensuite un lavage k Peau, une centrifugation ou une 
lyophilisation. 

Dans le cas oil la mati&re active k encapsuler est hydrophile k l'image des 
prot6ines et polysaccharides par exemple, on prepare une premiere Emulsion de type huile 

5 dans eau, composee d'une phase organique contenant le polymdre organosoluble 
biod6gradable et d'une premiere phase aqueuse contenant la mattere active. Cette Emulsion 
dite invers6e est ensuite mise en presence d'une seconde phase aqueuse contenant le derive 
hyaluronane amphiphile de mani&re k obtenir une double emulsion eau/huile/eau vis-^-vis 
de laquelle le hyaluronane amphiphile joue le rdle de stabilisant. Apr&s evaporation du 

10 solvant, on rScupdre des particules conformes k la pr6sente invention qui sont traitSes 
comme pr6c6demment. 

Les conditions utilis6es lors de la preparation des Emulsions d6terminent 
gen6ralement la taille des particules et leur ajustement relive des competences de l'homme 
de Part, 

15 L'utilisation d'un derive hyaluronane k titre d'agent stabilisant dans ce type de 

proc&ie de preparation de particules est done particulierement avantageuse k au moins 
deux titres : 

elle permet de s'affranchir de la presence des agents tensioactifs 
syst&natiquement utilises dans les proc6d6s conventionnels. En l'occurrence, ces derniers 
20 ne sont pas toujours biocompatibles et parfois difficiles a eliminer en fin de synthese ; 

elle conduit & Tissue de la synthase des particules, k un vecteur manifestant 
une affinity selective pour des cellules de structure tissulaires et plus particulidrement pour 
des cellules de la sphere articulaire et en particulier pour les chondrocytes et les 
synoviocytes. 

25 La concentration de hyaluronane dans le milieu de synthese des particules, 

determine le taux de recouvrement des particules, e'est-a-dire la quantit6 de hyaluronane 
depos6e k leur surface. Le d6riv6 hyaluronane est g6n<§ralement reparti de manidre 
homog&ie en surface des particules avec une density surfacique pouvant varier de maniere 
significative. 

30 On peut 6galement incorporer dans les particules, des compos6s k finalite de 

diagnostic. II peut ainsi s'agir de substances d6tectables par rayons X, fluorescence, 
ultrasons, resonance magn&ique nucl&aire ou radioactivity. Les particules peuvent ainsi 



WO 2004/014347 



9 



PC17FR2003/002299 



inclure des particules magn&iques, des mat6riaux radio-opaques, comme notamment le 
baryum ou des composes fluorescents. Alternativement, des 6metteurs gamma (par 
exemple Indium ou Technetium) peuvent y 6tre incorpor6s. 

Comme d6crit pr6c6demment, la mattere active est de preference incorpor6e 
5 dans ces particules lors de leur processus de formation. Toutefois, lorsque cela s'av&re 
possible, elle peut £galement etre charg£e au niveau des particules une fois que celles-ci 
sont obtenues. 

Les particules selon Pinvention peuvent 6tre administr6es de diff&rentes fa9ons, 
par exemple par voie orale ou parent&ale et notamment par voies intra-articulaire, 
10 oculaire, pulmonaire, nasale, vaginale, cutan6e et/ou buccale. 

Les hyaluronanes presents en surface des particules selon Pinvention, portant 
une multitude de fonctions OH r6actives, il est en outre possible une fois les particules, 
form^es, de fixer k ses fonctions toutes sortes de molecules par des liaisons covalentes. A 
titre illustratif et non limitatif^de ce type de molecules, on peut notamment titer les 
15 molecules de type marqueurs et les composes susceptibles de potentialiser la fonction de 
ciblage assur6e par le hyaluronane, comme par exemple des peptides RGD (arginine 
glycine - acide aspartique) qui favorisent P adhesion entre les cellules et leurs matrices 
extracellulaires. 

Un second aspect de Pinvention concerne un vecteur biologique notamment 
20 pour une ou plusieurs mati6re(s) active(s) biologique(s) ou synth6tique(s) comprenant au 
moins des particules selon Pinvention. 

L'invention concerne 6galement Putilisation de ce vecteur, ou des particules 
revendiquSes pour encapsuler au moins une mattere active, biologique ou synth6tique. 

Un autre aspect de Pinvention se rapporte k des compositions pharmaceutiques 
25 ou de diagnostic comprenant au moins un vecteur et notamment des particules selon 
Pinvention, le cas 6cheant associ6(es) h au moins un v6hicule phaimaceutiquement 
acceptable et compatible. 

Comme 6voqu6 pr6c6demment, les particules revendiqu6es sont 
particuli&rement avantageuses sur le plan pharmaceutique ou du diagnostic. 
30 Elles assurent une protection satisfaisante de la mattere active encapsul6e. Elles 

limitent la diffusion de cette matidre active dans Porganisme grace k Peffet st£rique des 
particules en soi et k P affinity naturelle du hyaluronane pour les r6cepteurs CD44. Elles 
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autorisent une liberation progressive de cette substance active k proximite de la lesion et/ou 
des cellules vis6es permettant ainsi vine action prolongee. Enfin, elles se degradent 
lentement en produits bien tol6r6s par Porganisme. 

Un autre aspect de la presente invention concerne Putilisation de particules 
5 telles que definies ci-dessus^voir d'un vecteur biologique en incorporant pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destin6e au traitement de Parthrose. 

Les particules peuvent 6galement etre incorpor6es dans des capsules, ou 
incorpor6es dans des implants, gels ou tablettes. Elles peuvent egalement gtre formuiees 
directement dans un fluide de type huile par exemple et etre injectees directement au 
1 0 niveau du site biologique k traiter. 

Un autre aspect de Pinvention concerne Putilisation de hyaluronane ou derive 
amphiphile tel que defini pr6c6demment k titre d' agent de ciblage en surface de particules, 
en particulier constitutes d'au moins un polym&re biodegradable ou de capsules, 
notamment creuses. Ces particules ou capsules peuvent notamment etre des nano- ou 
15 micro-spheres ou des nano- ou micro-particules. 

Les exemples et figures presentes ci-apr^s sont soumis a titre illustratif et non 
limitatif du domaine de Pinvention. 
FIGURES : 

Figure 1 : Representation de la proliferation cellulaire de chondrocytes de rats 
20 cultiv6s en syst&ne monocouche apres 48 h de traitement en presence de nanoparticules k 
base de PLA (t6moin) et de PLA revetue de hyaluronane amphiphile. 

Figure 2 : Representation de la proliferation cellulaire et activite de synthase en 
prot6oglycanes, de chondrocytes cultives sur billes d' alginate (culture tridimensionnelle) 
apres 48 heures de traitement en presence de nanoparticules k base de PLA (temoin) et de 
25 PLA revetue de hyaluronane amphiphile. 



MATERIEL ET METHODE 
Synthase des HA modifies 

30 A titre d'exemple, est d6crite ci-dessous la synthase d'un hyaluronane substitu6 

par des chaines aliphatiques k 18 carbones. 

Le hyaluronate de sodium (HA, M w = 600 000 g/mol) provient de la Soci6te 
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Bioib&ica (Barcelone, Espagne). 

1 g de hyaluronate de sodium est dissous dans 100 ml d'eau distill6e. La 
solution est mise en contact pendant 15 minutes avec 5 g de r6sine Dowex 50*8 
6changeuse de cations conditionn6e en H* k 2,5 meq/g (stoechiom&rie 1:6). Apres 
filtration, la solution contenant la forme acide du polysaccharide est neutralist k pH 7 k 
Phydroxyde de tetrabutylammonium, puis lyophilis6e. On obtient ainsi le hyaluronate de 
t&rabutylanunonium HA-TB A. 

1 g de HA-TB A est dissous dans 100 ml de dim&hylsulfoxyde. 36 jjlI de 
Ci8H 37 Br sont ajout6s. Apr&s 24 h de reaction k 30 °C sous agitation, le melange est mis en 
dialyse : 1 jour contre eau distiltee, 6 jovirs contre eau distiU6e + azide NaN3 (1/2500) puis 
1 jour contre eau distiltee. Enfin, la solution dialysSe est lyophilis6e. 

On obtient ainsi un deriv6 du hyaluronate de sodium dont environ 4 % des 
fonctions carboxyliques sont est6rifi6es par des chatnes klS carbones. 

EXEMPLE 1 : 

Synthase et caracterisation de particules conformes k ^invention. 

A titre d'exemple, est donn6 ci-dessous le protocole de synthase de particules 
recouvertes du hyaluronate amphiphile HA-Cig-1,3 % c'est-&«dire d'un polymere 
20 contenant 1,3 chaines alkyle k 18 carbones pour 100 motifs glucose, 

Le poly(D,L-acide lactique) (PLA, M^ = 106 OOOg/mol) et le dichorom&hane 
(CH2CI2) sont des produits Sigma-Aldrich (France). 

10 mg de HA-Cig-1,3 % sont dissous pendant 24 h sous agitation dans 10 ml 
d'eau distillee. On ajoute 1 ml de CH 2 C1 2 contenant 25 mg de PLA. Une Emulsion huile 
25 dans eau stable est r6alis6e par ^utilisation d'un vortex pendant 30 s puis des ultra-sons k 
une puissance de 10 W en mode puls6 (50 % de cycle actif) pendant 60 s. Le solvant 
organique est ensuite 6vapor6 sous agitation, k temperature et pression ambiantes pendant 
2 h. La suspension aqueuse de particules ainsi obtenue est lav6e k l'eau par 3 
centrifugations successives de 10 mn kl2 000 tr/mn. 
30 Les particules obtenues dans ces conditions ont un diamdtre moyen de 450 nm 

(diam&re moyen en intensity, determine par spectroscopie k correlation de phot<Sfit§ sur un 
appareil Malvern 4600). 
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EXEMPLE 2 : 

Evaluation biologique in vitro des particules conformes k Pinvention. 

5 Des chondrocytes (cellules du cartilage) de rats obtenus aprds digestion de 

fragments de cartilage par la pronase et par la collag6nase, sont mis en culture dans du 
DMEM (Gibco BRL, RU) en presence de particules obtenues selon Pexemple 1 . 
Deux syst&nes de culture sont utilis6s : 

1) un svst&ne en monocouche classique applicable a tous les types 
10 cellulaires et qui permet d'appr6hender les param&tres g6n6raux de biocompatibilit6 tels 
que la viabilit6 et la proliferation. 

Les chondrocytes sont r^partis dans des plaques de culture a 24 puits k raison 
d' environ 100 000 chondrocytes par puits. Une suspension de nanoparticules recouvertes 
de HA amphiphile et synthetis6es selon Pexemple 1, est pr6par6e dans le milieu de culture 
15 DMEM de fa9on k avoir en moyenne environ 10 7 particules par ml. 1 ml de cette 
suspension est mis en contact avec les chondrocytes dans les puits de culture ce qui donne 
un ratio moyen d' environ 100 particules par chondrocytes. Le contact est maintenu 
-pendant 48 h. 

La figure 1 montre qu'aprds ce contact de 48 h avec des particules recouvertes 
20 de HA amphiphiles substitues k differents taux par des chaines k 18 ou 12 atomes de 
carbone, la viability et la proliferation des chondrocytes sont similaires k celles obtenues 
avec le t&noin. 

En revanche, on peut observer que dans ces conditions exp6rimentales, la 
presence des particules de PLA nues modifie significativement ces param6tres. 
25 2) un svst&ne tridimensionnel : dans le cas des chondrocytes, on complete 

Tanalyse prec6dente par l'6tude d'une culture dans des billes d'alginate de calcium qui 
sont enrichies ou non en particules conformes k Pinvention, afin d'appr6hender Pactivit6 
de synthase des prot6oglycanes du chondrocyte dans cet environnement nano ou 
microparticulaire. 

30 Les culots cellulaires sont suspendus dans une solution d' alginate de sodium k 

2 % dans du NaCl sterile 0,9 % et contenant les particules recouvertes de HA, de fa^on k 
avoir approximativement 500 000 chondrocytes par ml et en moyenne environ 200 
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nanoparticules par chondrocyte. La suspension r6sultante est alors d6pos6e au goutte k 

goutte dans une solution de CaCl 2 100 mM k Taide d'une seringue de 2jml 6quip6e d'une 

.»-». — 

aiguille 0,8x25, ce qui permet de former des billes d 9 environ 2 mm de diam&xe au contact 
du CaCl 2 . Aprds repos de 20 mn dans la solution de CaCl 2 , les billes sont lavSes 2 fois de.. 
suite par du NaCl 0,9 %. 

La figure 2 montre que le contact avec des nanosphdres recouvertes de HA 
amphiphiles substitute k diffSrents taux par des chaines k 18 ou 12 atomes de carbone, ne 
perturbe pas significativement la proliferation et V activity m&abolique des chondrocytes 
dans cet environnement. 
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REVENDICATIONS 

1. Particules dont le coeur est & base d'au moins un polym&re organosoluble 
5 biodegradable, caract6ris6es en ce qu'elles sont revetues, au moins partiellement en surface 

d'au moins un hyaluronane ou de Tun de ses derives, ledit hyaluronane 6tant un 
hyaluronane amphiphile, hydrosoluble et dont les fonctions carboxyliques sont en partie 
transform6es pour figurer des groupes hydrophobes. 

2. Particules selon la revendication 1, caract6ris6es en ce que les groupes 
10 hydrophobes sont fixes au hyaluronane par des fonctions esters et/ou amides. 

3. Particules selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6es en ce que les 
fonctions carboxyliques sont en partie esterifies & l'aide d'au moins un groupe choisi parmi 
des chaines alkyles, lin6aires ou ramifiees, saturees ou insaturees pouvant Stre 
interrompues par un ou plusieurs het6roatomes et le cas ech6ant substitutes par un noyau 

1 5 aromatique et des oligomdres derivant d'a-hydroxyacides. 

4. Particules selon la revendication 3, caract&isees en ce que les chaines 
alkyles possSdent un nombre d'atomes de carbone sup6rieur k 5 et notamment superieur a 
10. 

5. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 & 4, caracteristes en 
20 ce que lorsque les chaines alkyles possddent un nombre d'atomes de carbone variant de 15 

k 20, le taux d'esterification est d'au plus 15 %. 

6. Particules selon la revendication 5, caracteris6es en ce que le hyaluronane 
est esterifie par une chaine alkyle poss6dant 1 8 atomes de carbone. 

7. Particules selon la revendication 6, caracteris6es en ce que le taux 
25 d'esterification est inferieur k 7 %. 

8. Particules selon 1'une quelconque des revendications 1 a 4, caracteris6es en 
ce que lorsque les chaines alkyles possedent un nombre d'atomes de carbone variant de 10 
k 14, le taux d'esterification est superieur ou 6gal k 25 %. 

9. Particules selon Pune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
30 caract6ris6es en ce que le polym&re organosoluble biodegradable est ou derive d'un 

polymdre biodegradable synthetique ou naturel. 

10. Particules selon 1'une quelconque des revendications pr6c£dentes, 
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caracterisees en ce que le polym^re organosoluble biodegradable est un polymdre choisi 
parmi les polyesters de type poly(acide lactique), poly(acide glycolique), poly(e- 
caprolactone), les polyanhydrides, poly(alkylcyanoacrylates), polyorthoesters, 
poly(alkyl6ne tartrate), polyphosphaz&ies, polyaminoacides, polyamidoamines, 
5 polycarbonate, polym6htylidenemalonate, polysiloxane, polyhydroxybutyrate, poly(acide 
malique), leurs copolym^res on d6riv6s. 

11. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 10, caracterisees 
en ce que le polymere organosoluble biodegradable est choisi parmi le poly(acide 
lactique), poly(acide glycolique), poly(caprolactone) et leurs copolymers. 
10 12. Particules selon Tune quelconque des revendications pr6c£dentes, 

caract6ris6es en ce qu'elles comprennent en outre au moins une mati£re active biologique 
ou synthetique encapsulee dans le coeur de polymere. 

13. Particules selon la revendication 12, caracterisees en ce que la mattere 
active encapsulee est au moins une mati&re biologique choisie parmi les peptides, 

-4-5- prot&nes, carbohydrates, acides nucl6iques, lipides, polysaccharides, antigdnes, enzymes, 
hormones, r6cepteurs, vitamines, les composants matriciels comme par exemple les 
glycosaminoglycanes, les facteurs biologiques impliqu6s dans le processus de regeneration 
et/ou protection du cartilage, dans Parthrose et leurs melanges. 

14. Particules selon la revendication 13, caracterisee en ce que la matidre active 
20 encapsulee est choisie parmi les glucosamine, acide hyaluronique, sulfate de chondroitine 

et leurs melanges. 

15. Particules selon la revendication 12, caracterisees en ce que la matidre 
active est une au moins mattere active synthetique notamment de type medicament choisie 
parmi les composes anti-inflammatoires, anesth6siants, agents chimiotherapeutiques, 

25 immunotoxines, agents immunosuppresseurs, steroides, antibiotiques, antiviraux, 
antifongiques, antiparasitaires, substances vaccinantes, immunomodulateurs et 
analg6siques. 

16. Particules selon 1'une quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caracterisees en ce qu'elles comprennent jusqu'fc 95 % en poids d'une matidre active. 

30 17. Particules selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, 

caracterisees en ce qu'elles possedent une taille variant de 50 ran k 600 jam et en particulier 
de 80 mn k 250 Jim. 
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18. Particules selon l'une quelconque des revendications 1 k 17, caract6ris6es 
en ce qu'il s'agit de nanoparticules. 

19. Particules selon Pune quelconque des revendications 1 k 17, caract6ris6es 
en ce qu'il s'agit de microparticules. 

20. Particules selon Tune quelconque des revendications 1 a 19, caracterisSes 
en ce qu'elles sont obtenues par la technique d'6mulsion/evaporation du solvant en 
utilisant k titre d' agent stabilisant d'6mulsion au moins ledit hyaluronane amphiphile. 

21. Vecteur biologique caract6ris6 en ce qu'il comprend au moins des 
particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 20. 

22. Utilisation de particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 20, 
ou d'un vecteur selon la revendication 19 pour encapsuler au moins une mati&re active. 

23. Utilisation de particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 20 
ou d'un vecteur selon revendication 21 pour la preparation d'une composition 
phaimaceutique destin6e au traitement de rartbrose. 

24. Composition pharmaceutique ou de diagnostic comprenant au moins des 
particules selon Tune quelconque des revendications 1 k 20 ou un vecteur selon la 
revendication 21, associ6(es) le cas 6ch6ant a au moins un vehicule pharmaceutiquement 
acceptable et compatible. 

25. Utilisation de hyaluronane ou derive k titre d' agent de ciblage en surface de 
particules ou de capsules. 

26. Utilisation selon la revendication 25, caract6ris6e en ce que le hyaluronane 
est un hyaluronane tel que d6fini en revendications 1 & 8. 

27. Utilisation selon la revendication 25 ou 26, caract&isee en ce que les 
particules ou capsules sont des nano- ou micro-spheres ou des nano- ou micro-particules. 
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Figure 1 
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Figure 2 



ProlifSration etactivite de synthese des 
proteoglycanes aprds 48h de traitBment 
Marquage thymidine 3H (hachure) et sulfate de sodium 35S (uni) 



i tnivM i iuhml otanun ncrvn i 



A' f & LA -§ 8,FICATI0N OFSUUJLU MAI , 

IPC 7 A61K9/51 A61K9/16 



lnternatiorj^|ppHcatlon No 

PC^Sw02299 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 7 A61K 



Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 

WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category a Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



WO 98 48783 A (POINT BIOMEDICAL 

CORPORATION, U.S. A.) 

5 November 1998 (1998-11-05) 

claims 1,4,9,34,36,38-41,52,53 
page 9, line 9 - line 33 
page 5, line 6 - line 34 
page 6, line 10 - line 33 
page 7, line 11 - line 15 
page 11, line 33 -page 12, line 9 

WO 01 88019 A (CNRS) 
22 November 2001 (2001-11-22) 
claims 



-/— 



Relevant to claim No. 



1-27 



1-27 



|"1T Fu| ther documents are listed in the continuation of box C. 


|X | Patent family members are listed in annex. \ 


° Special categories of cited documents : 

*A' document defining the general state of the art which is not 
considered to be of particular relevance 

earlier document but published on or after the International 
filing date 

■L - document which may throw doubts on priority cta!m(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

•C document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

•P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


•T" later document published after the international fifing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

'X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
Involve an inventive step when the document is taken alone 

•Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to Involve an Inventive step when the 
document Is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
In the art 

document member of the same patent family 




Date of mailing of the international search report 


12 December 2003 


23/12/2003 


Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL-2280HV Rqswijk 
TeL (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 


Authorized officer 

Scarponi , U 





page 1 of 2 





Internatioj^MppUcation No 

PC^P>3/02299 


C.(Continua1 


ion) DOCUMENTS CONSIDEmCTO BE RELEVANT 


Category ° 


Citation of document, with indlcation.where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 

A 
A 


WO 95 03357 A (MASSACHUSSETS INSTITUTE OF 
TECHNOLOGY, U.S. A.) 
2 February 1995 (1995-02-02) 
claims 

page 7, line 25 - line 29 

WO 96 20698 A (UNIVERSITY OF MICHIGAN) 
11 July 1996 (1996-07-11) 
claims 1-9,12,29-33,45 

EP 0 576 675 A (FUJISAWA PHARMACEUTICAL 
CO. LTD., OP) 5 January 1994 (1994-01-05) 
claims 

page 2, line 45 -page 3, line 11 


1-27 

1-27 
1-27 



Form PCT/ISA/210 (continuation ot second sheet) (July 1932) 



page 2 of 2 



IIM 1 CHNMIIUIVML ocMm 




IntematiojA 


application No 


I 1 


Publication 




PCT^K)3/02299 


Patent document 
cited In search report 


date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



WO 9848783 



05-11-1998 



AU 739919 B2 

All 7173098 A 

DE 19882362 TO 

EP 0979071 Al 

6B 2340040 A 

JP 2001527547 T 

NO 995313 A 

US 6193951 Bl 

WO 9848783 Al 

US 2001012522 Al 



,B 



25-10- 

24- 11- 
18-05- 
16-02- 
16-02- 

25- 12- 
29-12- 
27-02- 
05-11- 
09-08' 



■2001 
-1998 
-2000 
-2000 
-2000 
-2001 
-1999 
-2001 
-1998 
-2001 



W0 0188019 A 22-11-2001 



W0 9503357 A 02-02-1995 



FR 


2809112 Al 


23-11-2001 


AU 


6242701 A 


26-11-2001 


CA 


2408870 Al 


22-11-2001 


EP 


1285021 Al 


26-02-2003 


WO 


0188019 Al 


22-11-2001 


US 


5543158 A 


06-08-1996 


us 


5565215 A 


15-10-1996 


CA 


2167920 Al 


02-02-1995 


CA 


2167921 Al 


02-02-1995 


EP 


0710261 Al 


08-05-1996 


EP 


0712421 Al 


22-05-1996 


JP 


9504308 T 


28-04-1997 


JP 


9504042 T 


22-04-1997 


WO 


9503356 Al 


02-02-1995 


WO 


9503357 Al 


02-02-1995 


us 


5578325 A 


26-11-1996 



WO 9620698 A 11-07-1996 AT 252894 T 15-11-2003 

AU 4755696 A 24-07-1996 

CA 2207961 Al 11-07-1996 

DE 69630514 Dl 04-12-2003 

EP 0805678 Al 12-11-1997 

JP 10511957 T 17-11-1998 

WO 9620698 A2 11-07-1996 



EP 576675 A 05-01-1994 EP 0576675 Al 05-01-1994 

WO 9216191 Al 01-10-1992 

US 5654009 A 05-08-1997 



Forni PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1892) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEHPWbE 

CIB 7 A61K9/51 A61K9/16 



ERC 



D e man deJjter national© No 

P C^yp 3/02299 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fols selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimaie consultee (systeme de classification sulvi des symbotes de dassement) 

CIB 7 A61K 



Documentation consultee autre que la documentation minimaie dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesqueis a porte la recherche 



Base de donnees electronlque consultee au cours de la recherche intemationaie (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

WPI Data, PAJ, CHEM ABS Data 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorle ° Identification des documents cites, avec, le cas echeant, r indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



WO 98 48783 A (POINT BIOMEDICAL 
CORPORATION, U.S. A. ) 
5 novembre 1998 (1998-11-05) 
revendl cat1 ons 1 , 4 ,9 , 34 , 36 , 38-41 , 52 , 53 
page 9, ligne 9 - ligne 33 
page 5, ligne 6 - ligne 34 
page 6, ligne 10 - ligne 33 
page 7, Hgne 11 - ligne 15 
page 11, Hgne 33 -page 12, ligne 9 

WO 01 88019 A (CNRS) 
22 novembre 2001 (2001-11-22) 
revendications 

-/- 



1-27 



1-27 



LH 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



|X I Les documents de families de brevets sont lndiques en annexe 



° Categories speclales de documents cites: 

•A' document definissant I'etat general de la technique, non 
consldere comme particulierement pertinent 

"E^ document anterieur, mals publle a la date de depot International 
ou apres cette date 

document pouvant Jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication cPune 
autre citation ou pour une raison specials (telle qulndiquee) 

a O" document se referant a une divulgation oraie, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

*P* document publle avant la date de depot international, mate 
posterieurement a la date de priortte revendiquee 



"T* document ulterleur publle apres la date de depdt international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a Fetat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou latheorie constituant la base de Pinvention 

■X B document particulierement pertinent; Plnven tion revendiquee ne peut 
etre conslderee comme nouveile ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document consldere isoiement 

•V document particulierement pertinent; Hnven tion revendiquee 
ne peut etre conslderee comme Impliquant une activite Inventive 
torsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evldente 
pour une personne du metier 

document qui fait partie de la meme famine de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationaie a ete effectlvement achevee 



12 decembre 2003 



Date expedition du present rapport de recherche Internationale 

23/12/2003 



Nom et 



postale de radministration chargee de la recherche Internationale 

Office Europeen des Brevets, P.B. 5818 Patentlaan 2 

NL-2280HVRr)SWiik 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 

Fax: (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Scarponl , U 



Foimulalre PCT/1SA/210 (deuxlfeme (euIDe) QuDlet 1992) 



page 1 de 2 



KAKKUK I UE KtUMtKUnt IN I tKINA I lUINALt 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COI 




ERTINENTS 



Demande^ 

PC 



tande^ten 



natlonaJe No 

'03/02299 



Categoric 



Identification des documents cites, avec.le cas echeant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendicatlons visdes 



WO 95 03357 A (MASSACHUSSETS INSTITUTE OF 
TECHNOLOGY, U.S. A.) 
2 fevrier 1995 (1995-02-02) 
revendl cations 
page 7, llgne 25 - Hgne 29 

WO 96 20698 A (UNIVERSITY OF MICHIGAN) 
11 juillet 1996 (1996-07-11) 
revendicatlons 1-9,12,29-33,45 

EP 0 576 675 A (FUJISAWA PHARMACEUTICAL 
CO. LTD. , JP) 5 janvier 1994 (1994-01-05) 
revendi cations 

page 2, ligne 45 -page 3, ligne 11 



1-27 



1-27 



1-27 



Foimulaire PCT/ISA/21 0 (suite de la deuxfeme leuilla) (Juillet 1892) 



page 2 de 2 



rwrrun i lie i\cunci\unc iin i cniNM i iuinmlc 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevet(s) 



DemandeU^mai 



itionate No 

'03/02299 



Datede 
publication 



WO 9848783 



05-11-1998 AU 739919 B2 25-10-2001 

AU 7173098 A 24-11-1998 

DE 19882362 TO 18-05-2000 

EP 0979071 Al 16-02-2000 

GB 2340040 A ,B 16-02-2000 

JP 2001527547 T 25-12-2001 

NO 995313 A 29-12-1999 

US 6193951 Bl 27-02-2001 

W0 9848783 Al 05-11-1998 

US 2001012522 Al 09-08-2001 



W0 0188019 



22-11-2001 



FIL-- 

AU 

CA 

EP 

W0 



2809112 Al 
6242701 A 
2408870 Al 
1285021 Al 
0188019 Al 



WO 9503357 



02-02-1995 



US 
US 
CA 
CA 
EP 
EP 
JP 
JP 
W0 
W0 
US 



5543158 
5565215 

2167920 Al 

2167921 Al 
0710261 Al 
0712421 Al 
9504308 
9504042 

9503356 Al 

9503357 Al 
5578325 A 



A 
A 



T 
T 



WO 9620698 



11-07-1996 



AT 252894 T 

AU 4755696 A 

CA 2207961 Al 

DE 69630514 Dl 

EP 0805678 Al 

JP 10511957 T 

WO 9620698 A2 



EP 576675 



05-01-1994 



EP 
W0 
US 



0576675 Al 
9216191 Al 
5654009 A 



23-11-2001 
26-11-2001 
22-11-2001 
26-02-2003 
22-11-2001 



06-08- 
15-10- 
02-02- 
02-02- 
08-05- 
22-05- 
28-04- 
22-04- 
02-02- 
02-02- 
26-11- 



1996 
1996 
1995 
1995 
1996 
1996 
1997 
1997 
1995 
1995 
1996 



15-11-2003 
24-07-1996 

11- 07-1996 
04-12-2003 

12- 11-1997 
17-11-1998 
11-07-1996 



05-01-1994 
01-10-1992 
05-08-1997 



Fomuilalre PCT/ISW210 (annexe famDtes de brevets) (Juinet 1882) 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 
QTbLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 



YX LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 



IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




